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論 文 内 容 要 旨
ヒ ト内在性 生理活性 タンパ クの一つである組織 プラス ミノーゲ ン活性化 因子(t-PA)は,血 流 中のプラ
ス ミノーゲ ンをプラス ミンに活性化 し,生 成 した プラス ミンが血栓 を形成す るフィブ リン塊 を可溶性 フィ
ブ リンに分解 するこ とで,そ の血栓溶解作用 を発現 する。t-PAな どのヒ ト内在性生理活性 タンパ クはそれ
自体が薬理活性 を有 してい るため,医 薬 品 としての開発 が試 み られて きた。 しか し,そ の生体 内濃度 は体
内調節機構 によ り厳 密 に制御 されているため,薬 物動態的 な問題点が発生 して開発 を断念 する場合が多い。
上市 されている遺伝子組み換 え天然型t-PA(rwt-PA)は ヒ ト血 中よ り速やか に消失す るため,急 速投与 と
持続投 与の組 み合 わせ によ為使用 を余儀 な くされている。急性期心筋梗塞 などでは閉塞血管 を再疎通 させ
るこ とが急務 であるため,rwt.PA使 用 時の煩 雑 な作業 と,そ れ に起 因す る遅効性 が懸念 される。そ こで
我々は,こ のよ うな薬物動 態的障壁(1血 中半減期)の 克服 を 目指 し,天 然型 タンパ クに修飾 を加 えた"第
二世代"と して,改 変型 タンパ クであ るpamiteplaseを 創 製 した。Pamiteplaseはwt-PAか らク リングル1ド
メイン(k!ド メイン)を 欠損 させ,275位 のArgをGluに 置換 させ た構造 を有 してい る。本研 究では,rwt-
PAと 比較 したpamiteplaseの 薬物動態的 な優位性 と,そ の要 因につ いて精査 した。 は じめに,実 験 動物 に
お けるpamiteplaseとrwt-PAと の間の薬理効果の相違 は,血 漿 中濃度 の相違 に基づ いている ことが明 らか
となった。そ こで,こ の血漿 中濃度の相違 を解明す るため に,ラ ッ トを用 いて詳細 に検討 した。最後 に,
ヒ トにお けるpamiteplaseの 薬物動態 をrwt-PAと 比較検:討し,薬 理効 果 を検 証 した臨床試験 の結 果 に照 ら
し合わせ て,pamiteplaseの 臨床的有用性 について薬物動 態の面 か ら考察 を加 えた。
第一 に,両 化 合物 の ラ ッ ト,イ ヌお よび サ ル に お け る薬 物 動 態 を精 査 した。 これ ら実 験 動 物 に
pamiteplaseを 単 回静脈 内投与 した ときの血漿 中濃度 の半減期(t1∂ お よび平均滞留時 間(MRT)はrwt-PA
の093～14倍 に延長 し,全 身 クリアラ ンス(CLI。,、1)はrwt-PAの 約!/5～1/6に 低下 していた。一方,ラ ッ
ト電気刺激誘発頸動脈血栓 モデルあるい はイヌ銅 コイル誘発冠動脈血栓 モデルにおい て,pamiteplaseを 急
速投 与 した ときの再 開通率 は,rwt-PAを 臨床投与方法(10%を 急速投 与後,90%を60分 間持 続投与)に
よ り投与 した ときと同程度であ り,さ らに投与量 に7.5倍 の相違が認 め られた。Pamiteplaseの 加yf孟ro薬理
作用 はrwt-PAと ほぼ同程度であ り,そ の作用部位 は血栓が存在 する血管内である ことか ら,pamiteplaseの
薬理効果 の改善 は作 用部位 での薬物濃度である血漿 中濃度 に関連す ると考 えられた。す なわち,薬 理効果
における投与方法お よび投与量の相違は,急 速投与 のpamiteplaseが その7.5倍 の投与量のrwt二PAを 持続投
与 した ときと同程度の血漿 中濃度時 間曲線下面積(AUC)を 示す こ とと,MRTで 示 される持続 性の延長
に よる と考 えられた。
第二 に,pamiteplaseとrwt-PAと の間の血漿 中濃度推移の相違 について,ラ ッ トを用 いてその原 因を精査
した。血漿 中タ ンパ クとの複合体形成速度お よび尿 お よび糞 中へ の排泄の検討 によ り,こ の血漿 中濃度推
移の相 違 は組織代謝 ク リア ランス に起因す る と推察 された。そ こで主要10組 織へ の分布 について検討 し
た ところ,両 化合物 とも月刊蔵に最 も分布す ることか ら,共 に主代謝臓器 は肝臓 と考え られた。 さらに,肝
臓へ の移行 について経時的 に検討 した ところ,rwt-PAは 特異 的かつ速やか な移行 を示 し,一 方pamiteplase
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のK,値(肝 臓 内 濃 度/血 漿 中 濃 度)はLO以 下 で あ っ た 。 血 漿 中 未 変 化 体 濃 度 お よ び肝 臓 内 濃 度 の イ ン テ
グ レ ー シ ョ ン プ ロ ッ トに よ り算 出 し た 肝 ク リ ア ラ ン ス(CL、,p、 、、)が,両 化 合 物 と もCL、 。、1の75%以 上 を 占
め た こ とか ら,こ のCL、 。p、、。の 相 違 が 血 漿 中 濃 度 に 大 き な 影 響 を 及 ぼ して い る と推 察 さ れ た 。 こ の 肝 臓 で の
動 態 の 相 違 を 直 接 的 に 比 較 す る た め,生 理 的 条 件 に お け る 移 行 性 を組 織 抽 出 法 に よ り検 討 した 。 門 脈 内 投
与 し た と き のpamiteplaseの 肝 脈 管 外 抽 出 率 は,rwt,PAの1/4～1/2で あ っ た 。 ま た,肝 脈 管 外 抽 出 率 か ら
算 出 したCL、,p、,、。は 前 述 の 値 と 同 程 度 で あ り,pamiteplaseの 肝 臓 で の 生 物 学 的 利 用 率 はrwt-PAよ り改 善 し て
い た 。 さ ら に,rwt-PAに よ る 阻 害 試 験 に よ っ て,pamiteplaseの 肝 移 行 機 構 の 大 部 分 はrwt-PAと 共 通 で あ
る こ と が 示 唆 さ れ た 。 こ れ ら の こ と か ら,pamiteplaseはrwt-PAと 同 一 の 機 構iに よ り肝 臓 へ 移 行 す る が,移
行 率 の 変 化 に よ るCL、,p、、。の 低 下 に よ っ てrwt-PAよ り高 くか つ 持 続 的 な 血 漿 中 濃 度 を 示 す と推 察 さ れ た 。
第 三 に,ラ ッ ト肝 臓 に お け る薬 物 動 態 の 相 違 を1函4孟roの 系 に よ り表 現 し,そ の 主 因 を 明 確 化 す る た め
に 以 下 の 検 討 を行 っ た 。 タ ン パ ク の 体 内 か ら の 消 失 に は レ セ プ タ ー 介 在 性 取 り込 み(RME)に よ る ク リ
ア ラ ン ス の 寄 与 が 大 き い こ と か ら,ラ ッ トの 肝 膜 画 分 お よ び 肝 細 胞(実 質 細 胞(PC)お よ び 非 実 質 細 胞
(NPC))を 用 い て パ ラ メ ー タ ー(解 離 定 数(K、),結 合 容 量(B_),内 在 化 速 度 定 数(瓦),レ セ プ タ ー と
の 結 合 速 度 定 数(kon)お よ び レセ プ タ ー か らの 解 離 速 度 定 数(k。,f))を 検 討 し た 。 肝 膜 画 分 お よ び 肝 細 胞
に お け る 両 化 合 物 のB.、 、は 同 程 度 で あ っ た が,pamiteplaseの 親 和 性(K、)はrwt-PAの そ れ よ り弱 か っ た
(1.5倍 ～2,9倍:pamiteplase/rwt-PA)。 ま た,阻 害 試 験 に よ る検 討 か ら,肝 膜 画 分 お よ び肝 細 胞 に お い て 両
化 合 物 は 一 つ の 特 異 的 結 合 部 位 を共 有 して い た 。 従 っ て,pamiteplaseは 肝 細 胞 上 のrwt-PAの 特 異 的 結 合 部
位 に対 す る 親 和 性 がrwt-PAよ り低 下 して い る と推 察 さ れ た た め,そ の 主 因 を 明 らか に す る た め にRME過
程 の 速 度 定 数 に つ い て 肝 細 胞 を 用 い て 検 討 した 。 そ の 結 果,pamiteplaseの 瓦 お よ びk。ffはrwt-PAの 値 の1/2
～1倍 と 同 程 度 で あ っ た が
,k。,は 約1/4に 低 下 し て い た 。k。、の 差 が 両 化 合 物 間 で 顕 著 で あ っ た こ と か ら,
天 然 型t-PAレ セ プ タ ー に対 す るpamiteplaseの 結 合 速 度 がrwt-PAよ り低 下 し て い る こ と が 示 唆 さ れ た 。 天
然 型t-PAの 肝 細 胞 へ の 取 り込 み に は,NPC上 の マ ン ノ ー ス レ セ プ タ ー と 天 然 型t-PA分 子 内 のAsn117上 の 高
マ ン ノ ー ス 型 糖 鎖 と の 結 合,お よ びPC上 の10wdensityIipoproteinreceptor-relatedprotein/α2-macroglobulin
receptor(LRP/α2-Mreceptor)と 天 然 型t-PA分 子 内 の グ ロ ー ス フ ァ ク タ ー ドメ イ ン(GFド メ イ ン)中 の
Tyr67と の 結 合 が 関 与 し て い る 。Pamiteplaseの 天 然 型t-PAレ セ プ タ ー に 対 す る 結 合 速 度 の 低 下 の 原 因 と し
て,NPC上 の レ セ プ タ ー と の 結 合 部 位 で あ るklド メ イ ン が 欠 損 し て い る こ と と,PC上 の レ セ プ タ ー と の
結 合 部 位 で あ るGFド メ イ ン が 隣i接す るk1ド メ イ ンの 欠 損 に よ り構 造 変 化 して い る こ とが 推 察 さ れ た 。
最 後 に,ヒ ト.にお け るpamiteplaseの 薬 物 動 態 お よ び 薬 理 効 果 に づ い てrwt-PAと 比 較 し た 。 健 常 成 人 に
単 回 静 脈 内 投 与 し た と き,pamiteplaSeのtl!,お よ びMRTはrwt-PAよ り 明 ら か な 延 長 傾 向 を 示 し,CL、 。、 1は
rwt-PAの 約1/5に 低 下 し た こ と か ら,ヒ トに お い て もpamiteplaseの 薬 物 動 態 はrwt-PAよ り改 善 し て い た 。
一 方
,ヒ トに お け る 薬 理 効 果 はrwt-PAを 比 較 対 照 と し た 二 重 盲 検 群 間 比 較 試 験 に よ り検 討 さ れ て い る 。
そ の 結 果,pamiteplaseを0.1mg/kg急 速 投 与 し た と きの 薬 理 効 果 は,rwt-PA(tisokinase)を 臨 床 投 与 方 法 に
よ り0.75mg/kg投 与 し た と き と 同 等 で あ っ た 。 ま た,pamiteplaseはrwt-PA(tisokinase)よ り早 期 に 再 開 通
させ る 傾 向 を 示 し,急 性 心 筋 梗 塞 の 治 療 に 望 ま れ る即 効 性 を有 し て い た 。 臨 床 投 与 方 法 に お け る 血 漿 中 濃
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度推 移の比較か ら,こ の相違は薬理効果 に寄与す るAUCがrwt-PAよ り速やか に増加す るこ とに起 因す る
と推 察 された。 さらに,pamiteplaseは 急速投与のみで使用 で きることか ら,rwt-PA使 用時 よ り臨床 の現場
に対 す る負荷 を低減 させ る と推察 された。以上の ことか ら,pamiteplaseの 臨床 的有用性 は投 与量の低下,
即効性 および投与方法 の簡便化 などの点 においてrwt-PAよ り向上 してい乙 と考 えられた。
本研究 では,薬 物動態 の改善 に よって臨床的有用性 の向上 した化合物 の特1生を示 し,薬 物動 態が これか
らの タンパ ク医薬の開発 のキーポイン トである ことを示 した。 また,タ ンパ クの多 くが月刊蔵で制御 される
ことか ら,本 研 究で用いた組織抽 出法お よび肝細胞 に よる評価 は,代 謝特性 を考慮 した最適化 に有用 であ
る と推察 された。今後 同定 される新規 タンパ クもpamiteplaseの ように薬物動態 を制御 する ことに よ り医療
貢献度 の高い薬剤へ の開発が望 まれる。
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審 査 結 果 の 要 旨
血栓溶解薬であ る遺伝子組 み換 え天然型組織 プラス ミノーゲ ン活性化因子(rwt-PA)は,ヒ ト血 中よ り
速 やか に消失す るため1時 間の持続投与 を必 要 とす る。及川桂 史氏は,こ の薬物動態的障壁(半 減期)の
克服 のため天然型t-PAを 改変 して創 製 したpamiteplaseに つ いて,rwt-PAと 比較 した薬物動 態的 な優 位性
とその要因について精査 した。
その結 果,ラ ッ トお よびイヌ にお けるpamiteplaseの 半減期(tl12)お よび平均 滞留時 間(MRT)がrwt-
PAよ り延長 し,血 漿 中濃度 時間曲線下面積(AUC)も 増加 す ることが明 らか とな った。更 に,ラ ッ トお
よび イヌ血栓モデル におけ るpamiteplase急 速投 与時の再開通率 は,7.5倍 の投与 量 を持続投与 したrwt-PA
と同程度であ った。 同程度 の薬理効 果 を示す投 与量の相違 は,作 用部位 でのAUCが 同程度 であるため と
考 えられた。 この1血漿 中濃度推 移の相違 につ いて組織移行性 を検討 した ところ,両 化合物 とも肝 ク リア ラ
ンス(CL、 、p、、 )が 全 身 ク リア ランス の大部分 を占め るこ とが明 らか となった。 また組織 抽 出法 によ り,
pamiteplaSeの 肝脈管外 抽出率 はrwt-PAよ り低 下 していた。従 って,肝 臓へ の移行率の変化 に よるCL、、p、,、。の
低下 に よって,pamiteplaseはrwt-PAよ り持続 的な血漿 中濃度 を示す と推察 された。次 に,同 氏 は肝への移
行性 についてラ ッ ト肝膜 画分 お よび肝細胞 を用いて検討 した。結合実験 によ り両化合物 は細胞膜上 に一つ
の特異的結合部位 を共有 し,pamiteplaseの 親和性 はrwt-PAよ り低下 してい ることを示 した。 さらに,肝 細
胞へ の取 り込 み過程 にお いて,pamiteplaseの 内在化速度定数お よび レセ プターか らの解離速度定数 はrwt-
PAと 同程度であ ったが,レ セ プター との結合速度定数 は約1/4に 低 下 していた。Pamiteplaseの 結合速 度の
低下 は,肝 細胞へ の取 り込み に寄与 する ドメインの構造変化 に起因 している と推察 された。更 に,同 氏 は,
ヒ トにおい て薬物動態 と薬理効 果の関連 について検討 し,pamiteplaseのtl12お よびMRTがrwt-PAよ り延長
し,1/5の 投与量 に も関 わ らずAUCが 同程度 であるこ とを明確 に した。 また,急 性心筋梗塞患者 において
pamiteplaseはrwt-PAよ り早期 に再 開通 させ る傾向 を示 した。 この相違 は,AUCがrwt-PAよ り速 やかに増
加す ることに起 因する と推察 されたと以上の ことか ら,pamiteplaseの 臨床的有用性は投 与量 の低下,即 効
性お よび投与方法 の簡便化 などの点 におい てrwt-PAよ り明 らか に向上 してい る と考 え られる。
本研 究の成果 は,薬 物動態の改善 によって臨床 的有用性の向上 した化合物 の特性 を示 し,薬 物動態が タ
ンパ ク医薬 の開発 に重要 であ ることを示 す ものである。 これか らの新規 タンパ クは,今 後薬物動態 を制御
す ることに より医療貢献度の高い薬剤への開発が期待 され る。
よって,本 論文 は博 士(薬 学)の 学位論 文 として合格 と認め る。
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